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〔原著3 Rous肉腫ウイルスと 3-Meth ylcholan threneとの併用効果
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要 旨 
Rous肉腫ウイルス Schmidt-Ruppin株 (SR・RSV) と 3-Methylcholanthrene(MCA) 
とを併用して，マウス，ウズラを処置し，両者の協同作用の有無を検討した。
生後 3'"'-'4日のマウスに 0.075mgの MCAを接種した場合， MCA単独処理群に比して， 
MCA，RSV重複処理群においてより早く腫療の発生が認められた。しかし RSV単独処理で
は腫、虜の発生は認められなかった。 MCA単独，および重複処理によって生じたマウスの肉腫
を摘出して in-vitroの培養に移して継代し，形態， 増殖のパターンなどを比較したが， 両者
に著しい相違点は認められなかった。重複処理によって生じた肉腫の培養細胞はニワトリヒナ
翼下に接種することによって RSVゲノムの存在することが証明された。
ふ化後 1カ月前後のウズラの翼下に RSV単独，あるいは RSVとMCAとを重複接種した
場合にも，腫蕩は一旦生じた後退縮し，腫蕩抽出液中に感染性 RSVは証明されなかった。他
方， MCA単独処理群では， 3カ月の観察期間中，腫蕩の発生は認められなかった口 
Keywords: 	 Rous肉腫ウイ Jレス， SR-RSV，化学発癌剤， メチJレコラントレン。
略語一覧:	 SR・RSV: Rous肉腫ウイルス Schmidt-Ruppin株， BS・RSV: Bryan 
Standard株， MCA: 3-Methylcholanthrene，MEM: minimum essential 
medium. 
現在のところ明確ではない九 RSVと MCAによる協
緒 論 同作用についての最初の報告は， 1942年の Carrの報告
Rous肉腫ウイ Jレス (RSV)1)は Zilber，Svet・Mol- に始まり円それ以後，重複処理による研究が 2，3報告
davskieらの研究以来，ほ乳動物にも発癌性のあること されているがめへそれらの報告はいずオもも RSVの本来
が明らかにされた2)。とくに，その亜株である Schmidt- の宿主であるニワトりを用いて検討したものである。そ
Ruppin株 (SR・RSV)は宿主域が広く，ニワトリ以外 こで RSVと MCAとの重複処理実験を主としてマウ
にハムスタ~，ラット，マウス，モルモット，ウサギ，サ スを用いて行ない，つぎに RS-RSVに対してニワトリ
ルの新生児に接腫すると， 肉腫の発生が認められる九 より抵抗性を示すウズラを用いてもその協同作用を検討
一方， 3-Methylcholanthrene (3-MCA)は dibenz し，併わせてウイノレス学的検索を行なった。
・anthracene，benzopyreneなどとともに多核芳香炭化
水素糸の発癌剤に属し，種々のほ乳動物に対する強い癌 実験材料およひ'方法 
原性は早くから知られている九
化学発癌剤と腫蕩ウイルスとの協同作用についての報
1)ウイルス
告は以前より認められるが6〉， その作用機序については スウヱd デンL-und大学力 Ahtstrtim博士より教室'
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の桑田教授に分与された SR-RSV株を使用した。 SR-
RSVをニワトリヒナで数代継代し，接種後 10日前後の
肉腫組織を無菌的に摘出し，ハサミで細切後，型のごとく 
0.25%トリプミン (1: 250，Difco)で20.-.，30分間数回
消化を行なった。この Rous肉腫細胞を， 成牛血清を 
10%の割合で加えた Eag1eの MEMに浮遊， 細胞数
を算定し，ウイ jレス産生 Rous肉腫細胞による処理材料
とした。あるいは肉腫摘出後， Eagleの MEMを加え
て乳鉢で磨細し， 20%肉腫抽出液を作成し， 2000回転， 
30分間遠心沈澱し，その上清のウイルスを定量後，処理
材料とした。一部の実験には Bryanstandard株 (BS-
RSV) も用いた。 
2) ウイルス単独による処理方法
生後 2"，5日前後の幼若マウスの肩甲骨間皮下に Rous
肉腫細胞 (SR-RSV) の1.2x106/O.lml浮遊液をツベ
ルクリン注射器を用いて接種した。ふ化後 30日前後の
ウズラヒナ翼下へは， SR-RSVの 104.5TDso/0.2 mlを
接種した。 
3)化学発癌剤とその使用方法
市販の 3-MCA(和光純薬工業株式会社)を使用し，
溶剤には tri-n・caprylin (glycero1 tri-n-octanoate， 
東京化成工業株式会社)を用い，両者を乳鉢中で溶解し
た。実験には 0.075-...0.1mgjmlの濃度のものを用い
た。接種部位は幼若マウスの肩甲骨間皮下，ふ化後 30
日前後のウズラヒナ翼下皮下にツベノレクリン注射器でそ
れぞれ 0.1ml接種した。 
4)実験動物
市販(船橋農場)の ddjY糸の妊娠マウスを購入し，
当教室で出生させ，生後 2.-.， 5日目のものを用いた。ウ
ズラは日本ウズラ社(豊橋)より購入し，ふ化後 30日
前後のものを使用した。 
5)細胞培養法
処理マウスの皮下に発生した肉腫を無菌的に摘出し，
型のごとくトリプシン処理し，細胞数算定後，ストッパ
ーで密栓した 60ml容量ガラスび、ん， あるいは直径 60 
mmプラスチック容器にそれぞれ容器あたり 2X106 コ
を接種し，37"Cで培養した。プラチチック容器は 5%
炭酸ガス中で静置培養した。液変えは週 3回行ない，ほ
ぼ fullsheetになったところで継代した。培地として
は Eog1eMEM培地に biotin 0.25 mg/ l，penicillin 
100ujml，streptomycin 100μ g/mlおよび 10%成牛
血清を加えた変法培地を使用した。培養細胞の観察，写
真撮影は位相差倒立顕微鏡(ニコン， MS型)を用い，
メタノー jレ閉定後 May-Grunwa1dGiemsa染色を行な
った。 
6)組織学的検索
腫蕩組織は摘出後， 10%ホノレマリンで固定，組織片は 
hematoxy1in・eosin染色， あるいは Pap鍍銀染色を適
宜行なった。 
7)RSVゲノムおよび感染性ウイルスの証明法 
SR・RSV処理によりマウスに発生した肉腫， あるい
はその培養細胞をトリプシン処理後単個細胞を集めて，
その 3-8X 105/0.2 mlを生後 2週間以内の市販白色レグ
ホンヒナ翼下にツベルタリン注射器で接種し，一週間ご
とに Rous肉腫の発生を約 1カ月観察した。感染性ウ Jレ
イスの証明は， 培養細胞の上清を集めて 2000回転， 20 
分遠心沈澱後， その上清 0.3mlを同様の方法でニワト
リに接種することにより行なった。
実験結果 
(1) マウスに対する SR-RSVと MCAの重複処理
予備実験
生後 30日前後の dd/Y糸マウスを用い， 1群は SR-
RSVとMCAとの重複処理群とし，ほかの l群は対照
として MCA単独処理群とし， SR-RSC 1.8x 106 cells 
/0.1 mlを肩甲骨間皮下に， 24時間後 0.1mg/0.1 mlの 
MCAを同部皮下に注射することにより重複処理を行な
った。以上の条件下で 5カ月間経過観察したところ，接
種後 45日で単独処理群に腫蕩の発生を認め，重複処理
群の初発は 60日であった。その後，腫蕩の発生は順調
にのび， 5カ月後には両者とも 100%に達した。
以上の結果より両者の有意の差は認められず，重複処
理による併用効果は，とくに認められなかった。しかし
ながら，接種後 90日目の重複処理群のマウスに生じた
肉腫を型のごとくトリプシン処理し， その細胞数1.6x 
106コをニワトリヒナ翼下へ接種し， 3週間観察して 5
匹中 5匹に Rous肉腫の発生を認め， RSVゲノムの存
在が証明された。そこでマウスの年令および MCAの
量を検討し本実験に移った。
本実験(1)
生後 2....5日の dd/Y系幼若マウスを用い重複処理群

245RSVどMCAとの併用効果
。』2 100dE
晶・i 
aUEJ 
』。
 
E 

20 40 60 80 100 120 
Days after MC treatment 
Expt. 1. .:SR・RSV，2X 106 Cells+l¥在CA， 
0.075 mg処理群 
0: MCA，0.075 mg単独処理群 
  
Expt.2. ..: SR-RSV，106 Cells+MCA， 

0.075 mg処理群
ム:MCA，0.075 mg単独処理群
図1. SR-RSVと民在CAの併用， および MCA
単独処理によるマウスの肉腫発生率。 
40匹，単独処理群 10匹とした。 1週間後の生存は前者
が24匹，後者が 7匹であり， これらの動物について観
察した。 SR・RSCの量は 2X 106 cells/0.1 ml，MCAは 
0.075 mg/0.1 mlとし，重複処理は 24時間後とした。経
過観察期間は 180日，観察間隔は 7..， 10日間とした。
肉腫の発生は重複処理群では 30日目に認められた。
その後 1カ月ごとの観察で肉腫の発生率は直線的増加を
示し， 6カ月後 24匹中 20匹に肉腫の発生を認めた。 M 
CA単独処理群では 5カ月自に初発を認め， 6ヵ月後 7
匹中 2匹に肉腫の発生が認められた(図 1)。つづいて
重複処理群および単独処理群より発生した肉腫をそれぞ
れ in-vitroで培養し経過を観察した。
重複処理によって生じた肉腫の培養細胞は形態的に輪
廓明瞭な紡錘形の細胞で配列が乱れ， criss-cross，piling 
upなどさまざまな悪性細胞の特徴を示し，分裂，増殖
が著明で急速に培地を酸性化し， split rotio 1: 4の割
合で 1週間前後で継代が可能であり， 50代，約 1ヵ月 
間継代するも旺盛な増殖，分裂を示したロ単独処理培養
細胞も形態的に前者と非常に似ており， とくに両者の差
)。5，図4異は認めなかった(図
つぎに重複処理後初日目の肉腫をトリプシン処理し
て，その 8X 105コをニワトリヒナ翼下へ接種し，1ヵ月
間観察したところ， 9匹中 7匹に Rous肉腫の発生を認
めた(表 1)。さらに前記重複処理培養細胞， 5代継代， 
120日自のもの 5X105コをニワトリヒナ翼下へ接種しか
ところ， 1ヵ月後に 4匹中 4匹に Rous 肉腫が発生L
た。したがって， 肉腫細胞および培養細胞中には RSV
ゲノムが安定して存在していることが確められた。同時
にその細胞培養上清を集め， 2000回転， 20分遠心洗澱
後，その 0.3mlをニワトリヒナ翼下へ接種し， 1カ月観
察したところ，全例に肉腫の発生を認めなかった。した
がって， SR-RSV処理による肉腫の培養細胞は感染性
ウイルスを産生していないことが確められた。

発生した肉腫を組織学的に検索すると全例線維肉腫の

)。7，図6像であった(図
本実験 (2)
生後 3..， 4日の dd/Y系幼若マウスを用いて， 1群に
は SR・RSC106 cells/0.1 ml処理後， 同部位に 24時間
後 0.075mg/0.1 mlの MCAで重複処理を行なったもの 
39匹， I群には対照として SR-RSC106 cells/0.1 ml 
の単独処理によるもの 33匹， II群も対照として MCA
単独 0.075mgjO.1 ml処理によるものとした。 1週間生存
匹数は， 1群 20匹， 1群 25匹， II群 10匹であったo
肉腫の発現は，処理後約 80日自に重複処理群におい
てみられ，約 1週間遅れて MCA単独処理群にも肉腫の
発生が認められた口 SR-RSV単独処理群においでは経
過観察期間中，肉腫の発生は認められなかった。最終結
果において肉腫の発生は重複処理群では 20匹中 15匹， 
MCA単独処理群では接種後早期にマウスが死亡したた
表1. 重複処理iとより発生したマウスの肉腫における感染性ウイルス
および RSVゲノムの存在の有無
ウ後腫理肉処ススウル数ライ日
。。

03 
肉題細胞の 培養上清勢 培養 細胞
培養日数 継代数 ;肉腫出現数 接種細胞数 肉腫出現数ニワトリの数 ニワトリの数 
nuhUEJ 
8X 105第一実験 7/9 
6X105 4/5 
5 0/5 5X105 4/4 
『 
ATF3zJnU
Jno 
115 3X1050/4第二実験 0/4 
150 9X105 6/7 
普 0.3ml接種
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め 10匹中 3匹に陽性例を認めたにすぎなかった(図 1， ，，-， 9日間で fullsheetに達し類似した曲線が得られた。
図7)0SR-RSV単独処理群では 25匹全例陰性であっ また ONA依存性 RNA合成酵素を抑制するクロモマ
た。 イシンに対する感受性テスト (chromomycin-A30.1μg/ 
出 
重複処理後 115日目の肉腫をトリプシン処理し，その
細胞 3X 105コおよびその遠心沈澱上清 0.3mlをそれぞ
)。2でもほぼ同様の所見が得られた(図ml)
れニワトリヒナ翼下に接種したが肉腫の発生は両者共陰
性であった。細胞接種によっても肉腫の発生が見られな
かったのは，接種細胞数が不足していたためと考えられ
)-!(
ウズラに対する SR・RSVおよび MCAの重複処理 
SR・RSVは20%肉腫抽出液の遠沈上清 0.3ml (約 
104・5TDso)を MCAは 0.1mg/0.1 mlの濃度のものを
る。同様の処理により 150日目の肉腫細胞 106コをニワ
トリヒナの間部位に接種し， 1カ月間観察したところ 7
匹中 6匹に肉腫の発生を認め，はじめて肉腫細胞中に 
RSVゲノムが安定して存在していることが確められ 
た。
つぎ、に重複処理および MCA単独処理の肉腫を ln-
vitroに移し， ]関殖曲線を比較したところ，両者とも約 8 
Cells/plate 
5 X 106 
106 
5 XI05 
] 05 
田町三』咽且司円』
5 X104 
使用し，ウズラヒナ翼下へ SR-RSV単独， MCA J単独
あるいは重捜処理を行なった。 
I群 6羽とし， 1群は重複処理群， 11群は MCA単独
ハ「U 
処理群， 111群は SR-RSV単独処理群とした。観察期
間は 40日とした。
的一四国コ 
肉腫の発生は重複処理群で 4羽，単独処理群では， 2 
羽に処理後 13日目で認められ，処理後 30日前後におい
ては，重複処理群で 5羽， SR-RSV単独処理群では 3羽
であった。それ以後，腫蕩の退縮が両群に認められたつ
また MCA単独処理群においては， 肉腫の発生はその
)。3カ月観察するも認められなかった(図2後
同様の実験を繰り返えして行ない， SR-RSV単独処
理により発生したウズラの肉腫における RSVの増殖を
比較してみた。表 2に示すように，両群の肉腫にはいず
れも感染性 RSVの存在は認められず， ウイ Jレス増殖に
及ぼす MCAの影響は見られなかった。 BS・RSV接種
により生じたウズラの肉腫が感染性 RSVを含んでいる
ことは先人の報告に一致する。
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↑:chromomycin A3 0.1μg/mlを加える
企:SR-RSV +MCA処理による肉腫細胞
ム:chromomycin A3 0.1μg/ml追加後の向上細胞 
.: MCA単独処理により発生した肉腫細胞 
0: chromomycin A3 0.1μg/ml追加後の向上細胞
図 2. 重複処理および MCA単独処理 Iとより生じ
たマウス肉腫細胞の in-vitroの増殖曲線と 
chromomycin A3 IL対する感受性。 
。 10 20 30 40 50 
Days after MC treatment 
処理群mg .10，TDso+MCA5・104，.: SR-RSV
0:SR-RSV，104.5 TDso接種群 
図 3. SR-RSVと MCAの併用，および SR・RSV
単独接種によるウズラの肉腫発生率。
247RSVと MCAとの併用効果 
表 2. SR-RSV単独および h在CAとの併用により生じたウズラの肉腫における
感染性 RSVの有無
vu
w 
単 
官
m m M邸腫一 犯側一 MCA群種接独川町
BS-RSV単独接種群
mV
o 
:腫4肉-月の 一唯 一接種材料 の肉腫 
10%肉麗抽出器
一(
6
8/8液 (0.3ml) 
長 RSV接種後 10日前後で摘出
掛腫蕩の発生したニワトリ数/接種ニワトリ数
考 察
化学発癌剤 (MCA)と腫湯ウイ Jレス (RSV)との協同
作用については， Carr7)，ついで Engleおよび Groupe
ら8)の研究があり，ニワトリを用いての両者の協同作用
の効果は確められている。しかしほ乳動物を使用しての
報告が少ないためウイ Jレスの量および化学発癌剤の量が
問題となった。 
Bryanらめ 10)は MCA0.125 mgをマウスの皮下に接
種すると約3カ月半後に 100%に肉腫の発現を認め， 
0.062mgの接種では 4カ月で 86.3%に肉腫の発現を認
めた。そこで本実験では両者の中聞をとり， 0.1mgを接
種量とし， 経過を観察したところ， 接種後 45日で肉腫
の初発を認め， 5カ月後肉腫の発生は 100%に達した。 
RSVとの重複処理群においては， 肉腫の初発はやや遅
れ 70日目であったロそれゆえ， MCAO.1mg接種では，
単独処理群の肉腫発生率が強調されてしまい，協同作用
の検討には MCAの接種量が多すぎると思われたため，
本実験における MCA接種量を 0.075mgと決定した。
本実験における MCA単独処理群での肉腫発生率は
約 30%であるのに対し， Bryanらは 0.062mg接種で 
86.3%のマウスに肉腫の発生を認めている。この相違は 
Bryanらの使用したマウス.が生後 1.5，-，3カ月の成熟マ
ウスであるのに対し，本実験では生後 2，._ 7日前後の幼
若マウスを使用したため MCAおよび溶剤の毒性で接
種後 1週間以内に 40%が死亡してしまったために発生
率が低下したものと思われる。 
Ahlstromら11)12)によれば生後 24時間前後の新生児
マウスに SR-RSVを接種すると 9ヵ月後 25%のマウ
スに肉腫の発生を認めた。マウスの SRRSVに対する幽 
感受性はラッテよりも低く， 生後 10日以上のマウスに
は SR-RSV処理により肉腫の形成はみられなかったこ
とを報告した。他方， Schmidt-Ruppinlめは主後 6週目
のマウスに SR-RSVを6，._ 7回くり返し接種すること
により肉腫が発生したことを報告した。しかしながら，
現在に至るまで RSV処理では幼若なマウスの方がより
肉腫の発生率が高いことがわかっている。それゆえ，
本実験では生後5日以内の dd/Y系マウスを使用し， 
MCAとRSVの重複処理実験を 2回行なったところ，
いずれも重複処理群が MCA単独処理群よりも早期に
より高率に腫蕩の発現がみられた。このことから果して 
RSVが関与しているかどうかが問題となる。 
Svobodaら14)はほ乳動物の細胞を RSVで処理する
と悪性化し，in vivoでの腫蕩細胞あるいは invitroで
の悪性変換細胞は感染性ウイ jレスを産生しないが，ウイ
ルスゲノムを常に保持しており invivoでのニワトリヒ
ナ翼下接種，あるいは invitroでのニワトリ胎児線維芽
細胞との接触培養により感染性ウイ Jレスが産生される事
実で証明されるととを見出した。本実験では MCAおよ
び RSV重複処理することにより， 発生した肉腫細胞 
106個前後をニワトリヒナ翼下に接種し，その約 90%に 
Rous肉腫の発生をみた。この事実は重複処理によりマ
ウスに発生した肉腫が明らかに RSVゲノムを安定して
保持していることを示すものである。すなわち， MCA 
および RSVの重複処理により発生したマウス肉腫に 
RSVが関与していることの重要な証明となると思われ
る。以上の結果より， MCAおよび RSV重複処理群は
明らかに相互の協同作用によりその“neoplasticpoten-
tial"が増強されたものと思われる。 
SinkovicらI勺ま RSVによるラットの変換細胞 XC
株 16)を培養に移し，その形態学的，ウイルス学的性状を
検討している。そこで，著者は重複処理によりできた肉
腫を培養に移したところ，重複処理細胞は急速な増殖曲
線を示し，不規則な配列をみせ，約 11カ月， 継代数 50
代にても旺盛な増殖を示し容易に継代可能であった。ま
た培養細胞をニワトリヒナ翼下に接種したところ， 4匹
中4匹に肉腫の発現を認め，ウイルスゲノムの存在を確
認することができた。このことは Sinkovicらの報告と
一致する。
重複処理群の肉腫を組織学的に検索すると比較的増殖
のよい線維肉腫の像を示し， RSV単独接種による肉腫
細胞正多くの類似点を示した。
ウズラを用いた本実験では， MCAとの重複処理群に 
80%，RSV単独処理群では 50%に RSV処理 7日前後
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から肉腫の発現を認めたに過ぎなかった。肉腫の退縮は
約 lカ月前後で始まり，観察期間中にほとんどの肉腫は
重複処理，あるいは単独処理にかかわらず退縮した。 
RSVにはウズラに対する癌原性の強い株と弱い株が

あり，本実験に使用した SR・RSVは後者に属する川 18)
 
1
9
)0 SR・RSVを MCAとともにウズラに接種しでも，

ウズラを腫蕩死させるような結果が得られなかった。
摘を終るに臨み， (:'指導と C批判を賜わった桑田
次男教授に傑〈謝意を表しますとともに， (_"助言伝
賜わった国立千葉病院検査科医長，川上仁博士なら
びに共同研究者，関谷宗英博土lζ衷心より感謝いた
します。また，常に暖かい目をもって C援助をいた
だいた教室の皆様に厚くお礼申し上げます。
本論文の要旨は第30回日本癌学会総会iζて発表し
た。本論文は千葉大学医学部審査学位論文の一部で
ある。 
SUMMARY 
Combined effects of Rous sarcoma virus (SR-
RSV) and 3・methy1cho1anthrene (MCA) were 
examined in mice and quai1s. When 3-to 4-day 
old mice were treated with 0.075 mg MCA and 
SR-RSV，tumors appeared earlier in these mice 
than in mice treated with MCA a10ne. Sing1e 
treatment of mice with RSV did not elicit any 
tumors. Tumors induced by RSV and MCA 
were cu1tivated in vitro and morph010gy and 
mu1tip1ication pattern of cells were compared. 
There were no appreciab1e differences between 
these cells in bi010gica1 characteristics. W hen 
tumor cells induced by combined treatment were 
injected into wing webs of chickens，tumors ap-
peared and existence of RSV genome in the ce1-
ls were demonstrated. 
1n quai1s，which received combined treatment 
of SR-RSV and MCA，tumors once appeared 
and then regressed. 1nfectious RSV was not 
demonstrated in such tumors. 
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図 4. 重複処理後  45日自の肉腫を培養 K移し， 139日目， 12代の位相差像。 X100 
図 5. MCA単独処理後  190日目の肉腫を培養に移し， 15日目， 2代の位相差像。 X100 
図 6. 重複処理後  45日目の肉腫組織像。細胞は紡錘形で，多形性も見られ核は比較的大， いわゆ
る線維肉腫の像である。 hematoxy lin-eosin染色。 X200
図 7. MCA単独処理後  190日目の肉腫組織像。重複処理後発生した肉腫と同様線維肉腫の像であ
る。 hematoxylin-eosin染色。 X100 
図 8. 重複処理後  175日目，マウスに出現した肉腫。
